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RESUMO: Um dos maiores desafios em andlogos ao sangue é a incorporagdo de componentes
do tipo celular capazes de desempenhar fungoes fundamentais, tais como o transporte de gases
e nutrientes, e a capacidade para se deformarem quando estes passam através de capilares. Neste
trabalho, procedeu-se ao desenvolvimento de um andlogo ao sangue inovador baseado em
Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs), para reproduzir o escoamento dos globulos vermelhos
(GVs). Nos ensaios experimentais de escoamento verificou-se que os GUVs demonstraram, ndo
80 a capacidade de se deformarem, mas também possuirem didmetros muito proximos dos GVs.
Adicionalmente, as amostras com GUVs em suspensdo demonstraram também possuir um
comportamento reologico idéntico a amostras contendo 5% de GVs humanos em soro fisiologico.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de fluidos anadlogos ao Assim, ndo se pode pensar apenas no

sangue continua a atrair a atencdo de
investigadores por todo o mundo, a fim de
mimetizar as carateristicas fisicas e reoldgicas
do sangue real [1 —4]. Vérios fluidos analogos
ao sangue tém sido desenvolvidos,
apresentando  comportamentos  reoldgicos
idénticos ao do sangue [1, 2]. Contudo, estes
fluidos ndo possuem, na sua composicdo
elementos celulares, como é o caso dos GVs
do sangue, que realizam  funcOes
indispensaveis a vida, como o transporte de
gases e nutrientes por todo o corpo, e que tém
a capacidade de se deformarem, mesmo
guando escoam em microvasos menores do
que os GVs, como é o caso dos capilares.

desenvolvimento de um fluido como um todo;
também € necessério focalizar a nossa atencéo
nos elementos celulares presentes no sangue

humano e tentar recria-los
experimentalmente.
Trabalhos experimentais realizados

anteriormente [3, 5] estudaram varios fluidos
anélogos ao sangue contendo particulas de
poliestireno e polimetilmetacrilato, com o
objetivo de recriar o escoamento dos GVs. No
entanto, estas particulas apresentam uma
grande desvantagem, que ¢é o facto de serem
rigidas e, em escoamento, ndo se deformarem
da mesma forma que os GVs. Para se
ultrapassar esta desvantagem, optou-se por
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tentar preparar laboratorialmente formulagdes
gue tivessem um comportamento mais
préximo dos GVs.

Com o intuito de atingir este objetivo, neste
trabalho foi desenvolvido um fluido inovador
analogo ao sangue contendo Vesiculas
Unilamelares Gigantes (GUVs) [6, 7], para
simular o escoamento dos GVs em
microcanais.

Os GUVs foram preparados por hidratacdo de
um filme lipidico, seguida de extrusdo através
de membranas de policarbonato com 8 pm de
didmetro.

Assim, com este estudo pretende-se, ndo SO
verificar a capacidade dos GUVs para se
deformarem, mas também averiguar, em
termos de diametro, se estes se aproximam dos
GVs. Adicionalmente, pretende-se também
analisar o seu comportamento reoldgico,
comparando-o com o de amostras contendo 5%
de GVs humanos em soro fisioldgico.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARAGAO DOS GUVs

As solugbes de GUVs foram preparadas
usando uma mistura natural de lipidos, lecitina
de soja (Stern, USA), pelo método de
hidratacdo de filme lipidico. Apos a obtencéo
do filme, adicionaram-se 8 ml de solucéo-
tampdo TRIS-HCI de pH=7,4 em agua
ultrapura. As dispersfes assim obtidas foram
levadas a um banho de ultrassons (Branson
320) durante 1 a 2 minutos, até se obter uma
solu¢do homogénea. Em seguida, realizou-se a
extrusdo (num Extrusor LIPEX™, Northern
Lipids), usando membranas de policarbonato
com poros de 8 um de didmetro, a uma pressao
de 1,5 bar. Para finalizar, adicionou-se as
solucbes o corante Vermelho de Nilo (Nile
Red) numa concentragdo de 2x10° M, com o
objetivo de melhorar a visualizacdo dos GUVs
por microscopia.

2.2 DIMENSOES DO MICROCANAL E
VISUALIZAGCOES DO ESCOAMENTO

As visualizacdes dos escoamentos e a analise
do comportamento dos GUVs foram realizadas

através de um microcanal em PDMS com uma
contracdo hiperbdlica (Fig.1).
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Fig. 1 Geometria e dimensdes do microcanal.

De forma a realizar-se a observacao e captacdo
dos videos dos escoamentos, foi utilizado um
microscépio invertido (IX71, Olympus) e uma
cadmara de alta velocidade (FastCAM SA3,
Photron). Os videos obtidos foram analisados
recorrendo ao software de andlise de imagem
ImageJ, sendo assim possivel medir o indice de
deformacdo, ID = (X = Y) / (X + YY), dos
GUVs, tendo-se seguido a estratégia usada por
Faustino et al. [8].

2.3 CARATERIZAGAO REOLOGICA

As curvas de viscosidade das solugGes
contendo GUVs foram obtidas através de um
redmetro de tensdo controlada (Bohlin CVO,
Malvern), utilizando uma geometria cone-
prato de 50 mm de didmetro. Os testes foram
realizados a temperatura de 22+1°C,
correspondendo a temperatura ambiente
verificada durante a realizagdo do escoamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por intermédio das visualizagbes dos
escoamentos nos microcanais com contracao
hiperbdlica, observou-se que os GUVs na
regido 4 e com um caudal de 10 pl/min,
apresentaram um ID de 0,69 (Fig. 2), sendo que
GVs humanos em condicfes de escoamento
equivalentes apresentam um indice de
deformagéo de 0,61 [8].
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Fig. 2 Indice de deformagio (ID) dos GUVs ao longo
do microcanal hiperbolico para a solugdo Cl1 (solugdo
de GUVs com uma concentragdo de 1x103 M) e nos
dois caudais estudados Q1 e Q10 (1 e 10 pl/min,
respetivamente).
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Relativamente ao didmetro dos GUVs,
verificou-se que, em todas as solugdes, 0s
tamanhos mais frequentes corresponderam a
valores entre 5 a 7 um, ou seja, valores
préximos em termos de tamanhos dos GVs,
que apresentam cerca de 7 a 8 um de diametro

[9] (Fig. 3).
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Fig. 3 Diametro dos GUVs para a solugdo C1 (solugdo
de GUVs com uma concentragdo de 1x1073 M).

Por intermédio de um reémetro, foi analisado o
comportamento reoldgico de duas amostras.
Na Fig. 4 é possivel observar a curva de
viscosidade de uma amostra com 5% de GVs
humanos em soro fisiologico, a diferentes taxas
de deformacédo. Estes resultados apresentam
inicialmente um suave declive na curva de
viscosidade, ou seja, uma ligeira descida da
viscosidade com o0 aumento da taxa de
deformacdo. No entanto, para taxas de
deformacdo mais elevadas torna-se evidente
que este fluido tem um comportamento
Newtoniano. Relativamente a amostra com a
suspensdo de GUVs, esta apresenta também
um comportamento Newtoniano para taxas de
deformacdo mais elevadas.
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Fig. 4 Viscosidade da solugdo de GUVs C1 e de 5%
de GVs em soro fisiologico.

4 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidas solugdes
contendo GUVs com uma concentracdo de
1x10° M. Recorrendo as visualizacGes dos
escoamentos dos GUVSs, pode concluir-se que
0S mesmos tém um comportamento idéntico
aos GVs humanos, apresentando uma elevada
capacidade de deformacdo aquando da
passagem por uma contracdo de dimensdo
reduzida. Em termos de diametros, pode
verificar-se que os GUVs apresentam valores
entre os 5 a 7 um, valores estes proximos dos
apresentados pelos GVs humanos.
Verificou-se também uma boa concordancia
entre o fluido analogo ao sangue desenvolvido
e uma amostra contendo 5% de GVs humanos
em soro fisiolégico. Estes resultados indicam
que a introducdo destas vesiculas em fluidos
analogos ao sangue poderd possibilitar uma
melhor mimetizag&o do sangue real.
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